Broad bean m ottle virus (BBMV) contains 15.2 percent N and 1.83 percent P ; the N /P ratio is 8.4 ± 0.3. The protein of BBMV contains 15.6 percent N and no P ; the NA has a N /P ratio of about 1.85. From these data a NA content of about 22 percent can be evaluated. T his value agrees with that of 23 percent obtained by orcinol reactions.
Physikalische und chemische Untersuchungen am broad bean mottle-Virus

V on H . L. P a u l
Aus dem Institut für landw irtschaftliche Virusforschung der Biologischen Bundesanstalt, Braunschweig Broad bean m ottle virus (BBMV) contains 15.2 percent N and 1.83 percent P ; the N /P ratio is 8.4 ± 0.3. The protein of BBMV contains 15.6 percent N and no P ; the NA has a N /P ratio of about 1.85. From these data a NA content of about 22 percent can be evaluated. T his value agrees with that of 23 percent obtained by orcinol reactions.
The sedim entation constant at infinite dilution is 83 ± 2 S, the diffusion constant 1.44 ± 0.04 • 1 0~7 cm2/sec, and the partial specific volume 0.75 cm3/gram . From these data a m olecular weight of 5.6 ± 0.5 m illions for the unhydrated particles can be calculated. The diam eter of these particles is about 24 m^, which agrees fairly well w ith determ inations made w ith the electron microscope *. E sti mations of m olecular weight and diam eter of the hydrated particles reveal about 10 m illions and about 30 m u respectively.
Purified BBMV was stable in n eutral buffer solutions at 3 °C for some weeks and rem ained infec tive. Exhaustive dialysis of such virus suspensions against dist. w ater caused a considerable increase in turbidity, and, later on, precipitation of the virus. It was not possible to resuspend this virus completely by adding neutral buffer or salt solutions. Density gradient centrifugations showed these resuspensions to be inhomogeneous, whereas non-dialyzed virus suspensions in buffer gave only one narrow zone in the gradient tubes, indicating the homogeneity of the particles.
In buffers of different pH , virus suspensions showed a maximum turbidity at about p h 4.5. For precipitations of BBMV with ammonium sulfate, higher salt concentrations were necessary than for most other viruses.
The UV light absorption (corrected for light scattering) of BBMV as well as of its protein and its NA was m easured. It could be shown th at the absorption coefficient of BBMV protein is much lower than that of most other viruses, presum ably because of the low content of arom atic amino acids as determ ined by chemical analysis recently 2.
The estim ation of the NA content of BBMV from UV absorption data is discussed.
In einer früheren A r b e it1 sind verschiedene E ig en schaften des broad bean m ottle-V irus (B B M V ) und des Echten A ckerbohnenm osaik-V irus (E A M V ) m it einander verglichen w orden. D iese U ntersuchungen zeigten, vor allem auf Grund der serologisch en E r geb n isse, daß trotz mancher, bei oberflächlicher B e trachtung vorhandener Ä hnlichkeiten, kein e A n h a lts punkte für eine V erw andtschaft beider V iren g e fu n den w erden konnten. Inzw ischen w urden die ver gleichenden U ntersuchungen durch A n alysen der P roteink om p onenten b eid er V iren ergänzt 2 und ein deutlicher U nterschied in der A m inosäuren-Z usamm ensetzung festgestellt.
Im folgen d en sollen -zunächst nur für das BBM V -E rgebnisse hydrodynam ischer, optischer und chem ischer V ersuche dargelegt w erden, die einer C harakterisierung des V irus dien en können. E in ig e von den bisher untersuchten V iren ab w ei chende V erhältnisse der U V -L ichtabsorption des B BM V w erden hierbei eingehend besprochen w er den.
1 C. W e t t e r , H. L. P a u l , J. B r a n d e s u. L. Q u a n t z , Z. N atu r forschg. 1 5 b , 444 [I9 6 0 ]. 3 A. G i e r e r u . G . S c h r a m m , Z. Naturforschg. 11 b, 138 [1956] . der Trübung diente die Extinktion des Lichtes in einem Bereich, in dem das Virus keine E igenabsorp tion besitzt. Wie die Abb. 1 zeigt, liegt das M axi mum der T rübung bei pn 4,5. Von einer Ausfällung des Virus war in keinem dieser Versuche etwas zu bemerken.
Material und Präparation
c) D a s Verhalten des BBMV während einer Dichtegradienten-Zentrifugation
Der in einem Dichtegradienten zurückgelegte Weg eines Teilchens hängt bei der "rate zonal centrifu gation" von seiner Dichte, Größe und Gestalt a b 8; somit kann die Einheitlichkeit dieser Faktoren für die Partikel einer Präparation geprüft werden. Zur Untersuchung wurden 3 -4 mm dicke Schichten ( = ca. 1 ml) der BBMV-Suspensionen mit 4,7 bzw. 10 mg Virus/m l auf die Dichtegradienten aufge bracht und 2 Stdn. bei 25 000 U/min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation war immer nur eine einzige trübe Zone vorhanden, die in allen Gradienten gleich weit gewandert war. Sie hatte scharfe Grenzen und beinahe nur die Dicke der ursprünglich auf den Gradienten aufgebrachten Virusschicht. D araus kann geschlossen werden, daß die Teilchen in den P räp a raten in Dichte, Größe und Gestalt ziemlich einheit lich gewesen sein müssen. Höchstwahrscheinlich lag nur nicht-aggregiertes Virus vor.
Ein anderes Bild ergab sich, wenn V irussuspen sionen verwendet wurden, die zuvor erschöpfend gegen W asser dialysiert und dann wieder in Puffer aufgenommen worden waren. Statt der einen Zone tra ten eine sehr schmale, scharf begrenzte und eine tiefer gelegene, sehr breite und diffuse Zone auf. Beide Zonen waren nur wenig, aber deutlich voneinander getrennt. Eine Erklärung des Befundes ist in folgen der Weise möglich: die obere Zone enthält das nichtaggregierte Virus, die breite untere dagegen wird von verschiedenen Virus-Aggregaten hervorgerufen. Diese hatten sich während der Entsalzung gebildet und sich nachher im Puffer nicht mehr getrennt. E r schöpfend dialysierte P räparate waren demnach nicht mehr einheitlich, wie es auch schon auf Grund der Trübungsverhältnisse dialysierter und wieder mit Puffer versetzter Virussuspensionen vermutet worden war. Wie die in Abb. 2 dargestellten Philpot-Kurven zeigen, wandert das Virus mit einem einheitlichen Gipfel ohne Nebenmaxima. Die Berechnungen er gaben eine, allerdings nur kleine, Abhängigkeit des s2o"-Wertes von der V iruskonzentration: gegenüber demjenigen bei unendlicher Verdünnung lag der W ert für eine Konzentration von 10 mg/ml um ca. 10 Einheiten niedriger. Auf unendliche Verdünnung extrapoliert ist s2a" = 83 ± 2 S . Die Diffusionskonstante ö 2ow wurde in 0,1-m. Phosphatpuffer (pn 7) in einer Unterschichtungszelle bestimmt (Abb. 3 ). Die Auswertung m it Hilfe der eingangs genannten Methoden ergab einen Mittel wert von (1,44 + 0,04) • 10-7 cm2/Sekunde. Eine Abhängigkeit des Wertes von der V iruskonzentra tion war infolge der Streuung der Werte nicht fest zustellen, so daß sich eine Extrapolation auf unend liche Verdünnung erübrigte.
Abb. 3. Diffusionskurve des BBMV. Konz. 9,8 m g/m l; Philpot-W inkel 50°.
Die pyknometrische Bestimmung des partiellen spezifischen Volumens V020 m it V iruskonzentratio nen bis zu 25 mg/ml ergab aus fünf Versuchen den Mittelwert V020 = 0,75 cm3/g m it einem Fehler von etwa 1,5 Prozent. Ein K ontrollversudi m it Tabakmosaik-Virus lieferte V020 = 0,743, also einen Wert, der mit den aus der L iteratur bekannten gut über einstimmt. W urde m it Hilfe des Quotienten £fdn/^rein = br und einer Kurve ( P a u l 9, dortige Abb. 2) der NSGehalt des BBMV zu bestimmen versucht, dann er gaben sich unwahrscheinlich hohe Werte. Es mußte deswegen angenommen werden, daß die zur Berech nung der damaligen Eichkurve verwendeten Absorp tionskoeffizienten nicht für das BBMV gelten. Über schlagsrechnungen ließen vermuten, daß das BBMVProtein wesentlich weniger UV-Licht absorbiert als das Protein der damals betrachteten Viren. Starke Änderungen der Absorptionsverhältnisse der BBMV-NS erschienen dagegen weniger wahrscheinlich. Bei der experimentellen Prüfung der Vermutung wurden die Absorptionskurven und -koeffizienten der iso lierten BBMV-NS und des BBMV-Proteins bestimmt. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Tab. 1 und in Abb. 4 aufgeführt. Für die NS ergaben sich, wie man sieht, keine außergewöhnlichen Werte, sie ähnelt vielmehr der Kartoffel-X-Virus-NS 13. Berück sichtigt man, daß bei Nucleinsäuren die UV-Absorp tion von der Vorbehandlung abhängt und eine gewisse Änderung der W erte darin begründet sein kann, dann verhält sich die spektrale Absorption der BBMV-NS durchaus "norm al" . Beim BBMVProtein hingegen fällt auf, daß der Absorptions koeffizient sehr viel kleiner ist als es bei den früher betrachteten Viren gewesen war (BBMV = 0 ,33; früher im "M ittel" 1,45 9), außer dem hat in alkalischem Milieu die Absorptionskurve des BBMV-Proteins einen ganz anderen Verlauf als etwa die des Tabakmosaik-Virus-Proteins (Abb. 5). Errechnet man aus den Absorptionskoeffizienten bei 260 und 280 mju für die beiden Komponenten des BBMV eine Kurve, die die Abhängigkeit des Quo tienten b y von dem NS-Gehalt angibt, dann ist für 22% NS der 6V-Wert = 0,482. Direkte Messungen an Virussuspensionen ergaben b v -0,482 i 0,002, also den errechneten Wert. Aus den Absorptionskoeffizienten der BBMV-NS und des BBMV kann ebenfalls der NS-Gehalt berech net werden, er beträgt hiernach 22.6 Prozent.
